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RESUMO
Pleurothallidinae (Orchidaceae) compreende ca. 4.100 espécies, caracterizadas por flores
tipicamente miiofilas e autoincompativeis. Nas espécies dessa subtribo, a reagdo de
autoincompatibilidade ocorre principalmente no canal estilar, onde o crescimento dos tubos
polinicos ¢ interrompido. No entanto, em algumas espécies de Acianthera, em que a
autoincompatibilidade ¢ parcial, foram observados tubos polinicos irregulares e andmalos
chegando ao ovario e presentes no fruto. Os frutos que chegaram a maturidade apos
autopolinizagdes continham elevada taxa de sementes sem embrido. Diante disso, foi sugerido
que um sistema de autoincompatibilidade (SI), distinto daquele que opera na coluna, estaria
atuando também no ovario dessas espécies de Acianthera com autoincompatibilidade parcial.
Diante desse cenario, nosso objetivo foi investigar se um segundo sitio de reagdo estaria atuando
no ovario e se esse mecanismo estaria relacionado ao elevado numero de estruturas sem embrido
encontrado nos frutos resultantes de autopolinizacdo em Acianthera. As espécies avaliadas foram
A. johannensis, em que o SI atua parcialmente no ovario e, para se ter um referencial de uma
espécie com Sl forte, também analisamos A. fabiobarrosii. Os objetivos especificos deste estudo
foram: caracterizar o desenvolvimento tipico do ovério e fruto em A. johannensis apos
polinizagdes cruzadas (Capitulo I); investigar a ocorréncia de reagdo de autoincompatibilidade
no ovario em A. johannensis, € comparar com A. fabiobarrosii (Capitulo II); e por fim, verificar
se as estruturas sem embrido encontradas em frutos provenientes de autopolinizagdo em A4.
johannensis sao 6vulos nao fecundados ou sementes abortadas (Capitulo III). Conduzimos
experimentos de polinizacdes cruzadas e autopolinizagdes, andlises de microscopia de luz,
epifluorescéncia e eletronica de transmissao. Nossos resultados evidenciaram a presenga de dois
sitios de reacdes de autoincompatibilidade em A. johannensis, sendo mais comumente a reacao
na coluna, tal como foi observado em A. fabiobarrosii. Caracteristicas morfoldgicas e citologicas
dos tubos polinicos obstruidos na coluna indicaram a presenca de um sistema de

autoincompatibilidade gametofitico (GSI) nas duas espécies, sugerindo a presenga de morte



celular programada nos tubos. J& o segundo sitio de reagdo ocorreu no ovario de alguns
individuos semicompativeis de 4. johannensis. Os ovarios resultantes de autopolinizagdo em A.
johannensis apresentaram menor propor¢do de 6vulos fecundados quando comparados aos de
polinizagdo cruzada. No entanto, mais de 60% desses Ovulos ndo fecundados estavam em
processo de degeneracdo. De modo geral, nosso estudo demonstrou que a depressdo endogamica
estd associada ao elevado numero de sementes sem embrido em frutos resultantes de
autopolinizacdes em A. johannensis ¢ que o GSI que atua no ovario esta relacionado a maior
propor¢ao de 6vulos ndo fecundados, devido a morte dos microgametofitos apds a reacdo de

autoincompatibilidade.

Palavras-chaves: depressdo endogamica, morte celular programada, 6vulo degenerado, semente

abortada, sistema de autoincompatibilidade gametofitico, ultraestrutura do tubo polinico.



ABSTRACT
Pleurothallidinae (Orchidaceae) with ca. 4.100 species, characterized by typically myophyllous
and self-incompatible flowers. In the species of this subtribe, the self-incompatibility reaction
occurs mainly in the stillar canal, where the growth of pollen tubes is interrupted. However,
some species of Acianthera with partial self-incompatibility irregular and anomalous pollen
tubes were observed reaching the ovary and in the fruit. The fruit that get maturity after self-
pollination contained a high rate of seeds without embryos. Therefore, it has been suggested that
a self-incompatibility system (SI), different from that operating in the column, would also be
acting on the ovary of Acianthera’s species with partial self-incompatibility. In this scenario, our
objective was to investigate if a second reaction site would be acting on the ovary and if this
mechanism would be related to the high number of structures without embryos found in the fruit
after self-pollination in Acianthera. The evaluated species were 4. johannensis, in which SI acts
partially on the ovary and, to have a reference for a species with strong SI, we also analyzed A.
fabiobarrosii. The specific objectives of this study were: to characterize the typical development
of the ovary and fruit in 4. johannensis after cross-pollination (Chapter I); to investigate the
occurrence of a self-incompatibility reaction in the ovary in 4. johannensis, and compare with A.
fabiobarrosii (Chapter 11); and finally, to verify if structures without embryo found in fruits from
self-pollination in 4. johannensis are unfertilized ovules or aborted seeds (Chapter III). We
conducted cross-pollination and self-pollination experiments, analysis of light microscopy,
epifluorescence and transmission electronics. Our results evidenced the presence of two sites of
self-incompatibility reactions in A. johannensis, most commonly observed the reaction in the
column, as was observed in A. fabiobarrosii. Morphological and cytological characteristics of
pollen tubes obstructed in the column indicated the presence of gametophytic self-
incompatibility system (GSI) in both species, suggesting the presence of programmed cell death
in the tubes. The second reaction site occurred in the ovary of some semicompatible individuals

of A. johannensis. The ovaries resulting from self-pollination in A. johanensis presented low
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proportion of fecundated ovules when compared with cross-pollination. However, more than
60% of unfertilized ovules were in the process of degeneration after self-pollination. Altogether,
our study demonstrated that inbreeding depression is associated with the high number of seeds
without embryos in fruit after self-pollination in 4. johannensis, and that the GSI that acts on the
ovary is related to a higher proportion of unfertilized ovule, due to the death of

microgametophytes after the self-incompatibility reaction.

Keywords: aborted seed, degenerated ovule, gametophytic self-incompatibility system,

inbreeding depression, pollen tube ultrastructure, programmed cell death.



INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae, uma das maiores familias de angiospermas (ca. 20.000 espécies), apresenta
alta diversidade na morfologia floral, a qual ¢ altamente capaz de atrair diferentes polinizadores
(van der Pijl & Dodsopn 1966; Dressler 1981, 1993; Catling & Catling 1991). Além disso, uma
das caracteristicas peculiares das orquideas ¢ a ocorréncia do desenvolvimento dos dévulos
somente apés a polinizagdo, uma vez que o ovario ¢ rudimentar e a placenta ndo estd
diferenciada durante a antese (Swamy 1949; Clements 1999; Endress 2011; Kodahl et al. 2015),
com raras excegoes (Arekal & Karanth 1981; Wang et al. 2016). Apds a polinizagdo, o
crescimento dos tubos polinicos no canal estilar induz a produ¢do de auxina e etileno que
estimulam a proliferacdo de células da placenta, diferenciagdo dos dévulos e desenvolvimento do
pericarpo (Arditti 1979; Zhang & O’Neill 1993; Avadhani et al. 1994; Novak et al. 2014). Com
isso, o periodo entre a polinizagdo e o desenvolvimento das sementes pode ocorrer em um
intervalo de tempo prolongado, o qual varia entre as espécies (Swamy 1949; Clements 1999;
Mayer et al. 2011; Lee & Yeung 2012). Na subfamilia Epidendroideae, por exemplo, o
desenvolvimento de 6vulos pode ocorrer entre 20 a 50 dias apds a polinizagdo, e a maturagao do
fruto pode levar até quatro meses (Stort 1972; Lee et al. 2008; Mayer ef al. 2011).

Em relagdo ao sistema reprodutivo, as espécies de Orchidaceae sdo comumente
autocompativeis (Dressler 1981), entretanto a alogamia ¢ comumente favorecida devido a
presenca de mecanismos que evitam a autopolinizagdo, tais como barreiras morfologicas e
comportamentais (Dressler 1981, 1993; Catling & Catling 1991; Borba & Semir 1999). No
entanto, a depressdo endogamica ¢ frequentemente registrada em casos de endogamia, em
orquideas autocompativeis (Stort & Martins 1979; Borba & Braga 2003; Silva-Pereira et al.
2007; Sao Ledo et al. 2019), levando ao aborto de zigotos e embrides devido a expressao de
alelos recessivos deletérios em homozigose (Richards 1997). Embora a presenca de barreiras
poOs-polinizagdo, como o sistema de autoincompatibilidade (SI), seja menos frequente em

Orchidaceae, este mecanismo tem sido relatado em espécies de Epidendroideae, sendo o sistema
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reprodutivo predominante na subtribo Pleurothallidinae (Borba ef al. 2001, 2011; Barbosa ef al.
2009; Gontijo et al. 2010; Melo et al. 2011).

A subtribo  Neotropical  Pleurothallidinae ~ (Epidendroideae) = compreende
aproximadamente 4.100 espécies, sendo caracterizadas por uma articulagdo entre o ovario € o
pedicelo, e por flores tipicamente miiofilas (Luer 1986; Dressler 1981, 1993; Borba ef al. 2011;
Bogarin et al. 2018) e autoincompativeis (Borba et al. 2011; Melo et al. 2011), exceto por um
pequeno clado incluido em uma circunscrigdo expandida da subtribo (Pridgeon & Chase 2001).
Embora o SI ndo tenha sido caracterizado geneticamente em nenhuma das espécies desta
subtribo (ou mesmo na familia), aspectos morfologicos e do desenvolvimento de graos de poélen
e tubos polinicos apods autopolinizagdes foram utilizados para inferir o sistema de
autoincompatibilidade atuando nessas espécies (Borba et al. 2001, 2011; Barbosa et al. 2009;
Gontijo et al. 2010; Melo et al. 2011). Distintos sitios de ocorréncia das reagdes de
autoincompatibilidade foram indicados nas espécies de Pleurothallidinae: no estigma, com
auséncia de germinacdo dos graos de polen (similar ao observado no sistema de
autoincompatibilidade esporofitico), no canal estilar, com morte dos tubos polinicos na coluna
(similar ao sistema de autoincompatibilidade gametofitico) (Borba et al. 2011) e, raramente, no
ovario (Borba ef al. 2011; Millner ef al., 2015). Além disso, o sistema de autoincompatibilidade
nesse grupo pode variar de completo a parcial, como observado em espécies de Acianthera
(Borba et al. 2011).

O género Acianthera possui cerca de 200 espécies distribuidas por toda América do Sul
(Pridgeon et al. 2005). Suas flores apresentam antese diurna e, frequentemente, odor
desagradéavel, sendo polinizadas por espécies de Diptera (Borba & Semir 2001; Borba et al.
2011; Melo et al. 2011). Dentre as 11 espécies de Acianthera autoincompativeis, cinco
apresentaram autoincompatibilidade parcial, sendo registrada a média de 13% de frutificacao
apos autopolinizagdo (contra 44% em polinizacao cruzada) (Borba et al. 2001, 2011).

A reagdo de autoincompatibilidade em Acianthera ocorre comumente na coluna, onde os
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tubos polinicos s3o interrompidos e apresentam morfologia andmala e irregular, elevada
deposicdo de tampdes de calose e intumescimento e rompimento do dpice, com liberacdo do
citoplasma (Borba et al. 2001, 2011; Melo et al. 2011). Entretanto, em frutos maduros ou
abortados provenientes de autopolinizagdo em espécies com autoincompatibilidade parcial foi
observado crescimento normal dos tubos polinicos ao longo da coluna, porém ao entrar no ovario
eles tornavam-se irregulares e andomalos (Borba et al. 2001). Esses frutos apresentaram alta taxa
de sementes sem embrido, comumente sugerida pela acdo da depressao endogamica (Borba et al.
2001, 2011).

Por outro lado, algum mecanismo de autoincompatibilidade que atua tardiamente no
ovario poderia estar relacionado a esse baixo nimero de sementes com embrido, como sugerido
por Borba ef al. (2001). Consequentemente, as estruturas encontradas em frutos oriundos de
autopolinizacdo em Acianthera que nao apresentam embrido desenvolvido poderiam ser apenas
tegumentos de dvulos maduros que nao foram fecundados, devido a morte dos microgametofitos.
A distingdo entre 6vulos ndo fecundados e sementes abortadas pode ser de dificil deteccao
(Harder ef al. 2012), uma vez que a diferenciacdo dos tegumentos de 6vulos pode ser induzido
pela agcdo de hormoénios durante o desenvolvimento do fruto, como demonstrado
experimentalmente para outras espécies de Orchidaceae (Arditti 1979; Avadhani et al. 1994) e
de outras familias (van Overbeek et al. 1941; Seavey et al. 2000).

Sendo assim, testamos a hipotese de que o elevado nimero de estruturas consideradas na
literatura como sementes sem embrido em frutos apds autopolinizacdes € devido a ocorréncia de
um sistema de autoincompatibilidade atuando tardiamente no ovario dessas espécies.

As predicdes relativas a esta hipdtese sdo que:

(1) a presenca de tubos polinicos irregulares e anomalos encontrados no ovario de

algumas espécies de Acianthera apds autopolinizagdo ¢ devida a reagdo tardia de um

mecanismo de autoincompatibilidade;

(2) ocorre mais de um tipo de mecanismo de autoincompatibilidade nessas espécies;



(3) a morfologia dos tubos polinicos no ovario apos autopolinizacdo ¢ diferente dos tubos
polinicos que cessam o crescimento ainda no interior do canal estilar;

(4) as estruturas abortadas observadas em frutos de autopoliniza¢do sdo dvulos que ndo
foram fecundados e ndo sementes abortadas;

(5) o desenvolvimento dos 6vulos em flores autopolinizadas ¢ diferente daqueles de

flores em que houveram polinizagdes cruzadas.

Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia de um sistema de
autoincompatibilidade atuando no ovario e qual o seu papel no desenvolvimento dos frutos e
sementes em Acianthera. Para isto investigamos A. johannensis, devido a presenga da
autoincompatibilidade parcial e maior frutificacdo em autopoliniza¢cdes quando comparada com
outras espécies (Borba et al. 2001, 2011). Além disso, analisamos 0s mesmos processos em A.
fabiobarrosii, uma espécie com autoincompatibilidade forte (Borba et al. 2001, 2011), a fim de
se ter um referencial do desenvolvimento tipico dos tubos polinicos e desenvolvimento

embrionario apds polinizagdes experimentais.

Estrutura da tese e objetivos especificos

A tese estd estruturada em trés capitulos, os quais abordaram o objetivo geral e seus
respectivos objetivos especificos. No primeiro capitulo caracterizamos o desenvolvimento dos
ovulos e descrevemos o desenvolvimento do pericarpo e sementes em Acianthera johannensis,
determinando o tempo entre a polinizagdao e a formacao da semente apds polinizagdes cruzadas.
No segundo capitulo investigamos a ocorréncia de reacao de autoincompatibilidade no ovario em
flores autopolinizadas de 4. johannensis e analisamos o desesenvolvimento e a morfologia de
tubos polinicos obstruidos na coluna e no ovdario desta espécie, comparando com os tubos

polinicos de A. fabiobarrosii apds polinizagcdes experimentais. No terceiro capitulo verificamos
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se as estruturas consideradas sementes sem embrido de frutos resultantes de autopolinizagdes
seriam Ovulos ndo fecundados em A. johannensis, e avaliamos o sucesso de fecundagdo dos
ovulos entre os tratamentos de polinizagdes. Além disso, analisamos o desenvolvimento do
ovario e fruto apos autopolinizagdes nesta espécie € comparamos aos de poliniza¢des cruzadas

de A. fabiobarrosii.
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora um sistema de autoincompatibilidade possa atuar tardiamente no ovario de
Acianthera johannensis, esse mecanismo nao estd relacionado ao elevado nimero de estruturas
consideradas sem embrido em frutos resultantes de autopolinizacdo, como foi sugerido neste
estudo. De acordo com as predi¢gdes concluimos que:

(1) a presenga de tubos polinicos irregulares e anomalos encontrados nos ovarios/frutos
de A. johannensis apos autopolinizagdes ¢ devida ao sistema de autoincompatibilidade que atua
tardiamente no ovario;

(2) os sitios de reagdes de autoincompatibilidade na coluna e no ovéario sdo governados
pelo sistema de autoincompatibilidade gametofitico (GSI);

(3) a morfologia dos tubos polinicos obstruidos no ovario ¢ homologa aos tubos polinicos
que cessam o crescimento na coluna apds autopolinizagio;

(4) as estruturas vazias em frutos desenvolvidos apos autopolinizacdo sdo sementes
abortadas e ndo 6vulos ndo fecundados, dada a ocorréncia de fecundagdo em grande parte dos
ovulos;

(5) o desenvolvimento dos 6vulos em ovéarios apos autopolinizagdo ¢ similar aos de
polinizagdo cruzada.

O registro de morte celular programada em tubos polinicos incompativeis na coluna
contribui para o entendimento da autoincompatibilidade em Acianthera. Além disso, acreditamos
que a ocorréncia do GSI no ovario também atua em outras espécies de Pleurothallidinae com
autoincompatibilidade parcial.

Sugerimos que futuras investigacdes abordem tanto estudos morfoldgicos do tubo
polinico quanto moleculares da reagdo de autoincompatibilidade em Pleurothallidinae, a fim de
esclarecer se 0 mecanismo de reacdo do GSI nessas espécies ¢ diferente do registrado em outras

familias.
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